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<§) Zubereitung zur Verlangerung der Haltbarkeit von Lebensmitteln, Arzneimitteln und kosmetischen Produkten 

Die Kombination von nicht-enzymatischen Konservie- 
rungsstoff en m it Enzymen, die N- Acetylmu ram idaseakti vitat 
besitzen,fuhrtzu einem Wirkungssynergismus, dersich dar- 
in auszeichnet, daB insbesondere Lebensmittel, pharmazeu- 

tische und kosmetische Produkte sowie Verpackungsmate- ^ 
rialien, Tabak und Tabakerzeugnisse vergleichsweise langer 5ir 
konserviert warden konnen als mit Hilfe der einzelnen Kom- O 
ponenten. . } 
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Paten tanspruche 

1. Zubereitung enthaltend einen oder mehrere nicht-enzymatische Konservierungsstoffe sowie ein oder 
mehrere Enzyme mit N-Acetylmuramidaseaktivitat in einem Gewichtsverhaltnis von 1 zu 100 bis 1 00 ?u 1. 
5 2. Zubereitung nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB der nicht-enzymatische Konservierungsstoff 

und das Enzym mit N-Acetylmuramidaseaktivitat in einem Gewichtsverhaltnis von 1 zu 50 bis 50 zu 1 
gemischt werden. 

3. Zubereitung nach Anspruch 1 oder 2, enthaltend Benzoesaure und/oder Sorbinsaure oder deren Salze 
sowie Lysozym und/oder bakterieniysierende Enzymprodukte aus Streptomyceten. 
1 o 4. Verwendung der Zubereitung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3 als Konservierungsmittel. 

5. Verwendung nach Anspruch 4 in Lebensmitteln, kosmetischen und pharmazeutischen Produkten, Verpak- 
kungsmaterialien, Tabak und Tabakerzeugnissen sowie Futtermitteln. 

6. Verwendung nach Anspruch 4 oder 5, dadurch gekennzeichnet, daB dem zu konservierenden Produkt die 
Zubereitung in einer Menge zugesetzt wird, daB 0,01 bis 2000 U des Enzyms mit N-Acetyimuramidaseakti- 

15 vitat pro mgdarinenthalten sind 

7. Verwendung nach Anspruch 6, dadurch gekennzeichnet, daB 0,1 bis 1000 U/mg enthalten sind. 

8. Verfahren zur Herstellung der Zubereitung nach einem oder mehreren der Anspruche 1 bis 3, dadurch 
gekennzeichnet daB der nichtenzymatische Konservierungsstoff und das Enzym mit N- Acetyl muramidase- 
aktivitat in eine geeignete Applikationsform gebracht werden. 

20 

Beschreibung 

Konservierungsstoffe, wie beispielsweise Sorbinsaure, Benzoesaure, Propionsaure, Ameisensaure, p-Hy- 
droxybenzoesaure, Saiicylsaure und schweflige Saure werden bekanntlich zur Verlangerung der Haltbarkeit von 

25 Lebensmitteln, Arzneimitteln und kosmetischen Produkten eingesetzt In der Praxis der Lebensmittelkonservie- 
rung vcrstarkt man oft die Wirkung der genannten Konservierungsstoffe durch Zusatze, welche die Wasserakti- 
vitiit oder den pH-Wert der Lebensmittel erniedrigen, wie Kochsalz, Zucker, Essigsaure oder andere GenuBsau- 
ren. Dies kann zu geschmacklichen Veranderungen der Lebensmittel fuhren, die nicht immer erwunscht sind. Im 
Falle von Mayonnaisen und Fischmarinaden sowie anderen Feinkostprodukten bevorzugt der Verbraucher mild 

30 eingestellte Produkte mit geringem Salz- und Essigzusatz. Allerdings besteht im hoheren pH-Bereich die Gefahr, 
daB sich manche Bakterien verstarkt vermehren und daB sogar fur pathogene Keime gunstige Lebensbedingun- 
gen geschaffen werden. Es treten immer wieder Falle von Lebensmittelvergiftungen auf, die mit dem Verzehr 
von nur schwach angesauerten Produkten in Zusammenhang gebracht werden, da die antimikrobielle Wirkung 
vieier Konservierungsstoffe mit steigendem pH-Wert deutlich abnimmt 

35 Enzyme mit N-Acetyimuramidaseaktivitat, wie z. B. Lysozym, konnen ebenfalls zur Konservierung von Le- 
bensmitteln, z. B. Milch-, Fleisch- und Fischprodukten, eingesetzt werden. Mit Hilfe des Verfahrens der Briti- 
schen Patentschrift 20 14 032 wird das Wachstum von Mikroorganismen in Milchprodukten durch Konservie- 
rung mit Lysozym verhindert. In der Franzosischen Patentschrift 80 03 321 wird der Einsatz von lysozymarrigen 
Produkten aus Sekreten von Tieren und Pflanzen zur Verhinderung der Spatblahung in verschiedenen Kasesor- 

40 ten dargestellt. 

Derartige Produkte konnen jedoch nicht nur aus Pflanzen und Tieren gewonnen werden, sondern auch aus 
Streptomyceten wie den deutschen Offenleguftgsschriften 20 11 935, 20 40 444, 21 46 597 und 34 40 735 zu ent- 
nehmen ist. 

Es wurde nun uberraschend gefunden, daB die Kombination der nicht-enzymatischen Konservierungsstoffe 
45 mit Enzymen, die N-Acetylmuramidaseaktivitat besitzen, zu einem Wirkungssynergismus fuhren, der sich darin 
auszeichnet, daB insbesondere Lebensmittel, Arzneimittel und kosmetische Produkte mit der Mischung ver- 
gleichsweise langer konserviert werden konnen als mit Hilfe der einzelnen Komponenten. 
Die Erfmdung betrifft somit: 



so 1. Eine Zubereitung enthaltend einen oder mehrere nicht-enzymatische Konservierungsstoffe und ein oder 

mehrere Enzyme mit N-Acetylmuramidaseaktivitat in einem Gewichtsverhaltnis von 1 zu 100 bis 100 zu 1. 

2. Die unter 1. charakterisierte Zubereitung zur Anwendung als Konservierungsmittel 

3. Ein Verfahren zur Herstellung der unter 1. charakterisierten Zubereitung, das dadurch gekennzeichnet, 

daB der nicht-enzymatische Konservierungsstoff und das Enzym mit N-Acetylmuramidaseaktivitat in eine \ 
55 geeignete Applikationsform gebracht werden. 

Im folgenden wird die Erfmdung insbesondere in ihren bevorzugten Ausfuhrungsformen detailliert beschrie- 
ben. 

Ferner wird die Erfmdung in den Patentansprtichen charakterisiert 

60 Geeignete Konservierungsstoffe, die erfindungsgemaB als Wirksubstanzen in der Zubereitung eingesetzt 
werden, sind beispielsweise Sorbinsaure, Benzoesaure, Propionsaure, Ameisensaure, p-Hydroxybenzoesaure, 
Sahcyisaure und schweflige Saure sowie deren Salze. Besonders gute Ergebnisse kdnnen mit Benzoesaure oder 
Sorbinsaure oder deren Salzen erzielt werden. Die zweite Wirkkomponente der Zubereitung ist ein Enzym mit 
N-Acetylmuramidaseaktivitat, das die Fahigkeit besitzt, Bakterienzellen zu Iysieren und eine weitere Vermeh- 

65 rung der Mikroorganismen zu verhindern. Bevorzugt geeignete Enzyme sind beispielsweise Lysozym, insbeson- 
dere aus HQhnereiweiB, oder bakterieniysierende Enzymprodukte aus Streptomyceten, insbesondere aus Strep- 
tomyces coelicolor DSM 3030 sowie dessen Mutanten und Varianten. Das Enzymprodukt aus DSM 3030 * 
gewinnt man leicht nach dem in der Deutschen Offenlegungsschrift 34 40 375 beschriebenen Verfahren. Danach ^ 
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wird Strcptomyces coelicolor DSM 3030 in einem Fermentationsmedium unter Zusatz von Zuckerrubenmelasse 
in einer Menge von 5 bis 50 g, vorzugsweise 10 bis 20 g t pro Liter Kulturmedium kultiviert Eine weitere 
Ausbcutesteigerung wird erreicht, wenn man dem Kulturmedium Cakiumionen in Form leicht loslicher, ungifti- 
ger CaJciumsalze zusetzt, vorzugsweise in Form des preiswerten Calciumchlorids. Vorteiihaft ist eine 0,05- bis 
lmolare Calciumionenkonzentration, besonders bevorzugt sind Konzentrationen von 100 bis 500mmoi, bei- 
spielsweise in Form eines Zusatzes von 0,2 bis 0,5 Gew.-% an Calciumchlorid-Dihydrat 

Die Wirksubstanzen konnen gleichzeitig oder aufeinanderfolgend Lebensmitteln, wie z.B. Fleisch und 
Fleischerzeugnissen, Fisch-, Knisten-, Schalen- und Weichtiererzeugnissen, efibaren gelatineartigen Oberzugs- 
massen fur Fleischerzeugnisse, Feinkosterzeugnissen, Flussigei und flussigem Eigelb, Gemuse- und Obsterzeug- 
nissen, aJkohoIischen und alkoholfreien Getranken, Milch und Milcherzeugnissen, Fullungen fur Teige und 
Backwaren, Zucker- und SuBwaren, sowie pharmazeutischen und kosmetischen Produkten, Futtermitteln, Ta- 
bak, Tabakerzeugnissen und Verpackungsmaterialien zugegeben werden. 

Je nach Anwendungszweck werden ein oder mehrere Enzyme mit N-Acetylmuramidaseaktivitat mit minde- 
stens emem der mcht-enzymatischen Konservierungsstoffe in einem Gewichtsverhaltnis von 1 zu 100 bis 100 zu 
1, vorzugsweise 1 : 50 bis 50 : 1, gemischt und dem zu konservierenden Produkt nach herkdmmlichen Verfahren 
zugesetzt. Die Zugabe der Mischung erfolgt in einer Groflenordnung, daB 0,01 bis 2000 U des Enzyms mit 
N-Acetylmuramidaseaktivitat, vorzugsweise 0,1 bis 1000 U, pro mg des zu konservierenden Produkts darin 
enthalten sind 

Die Kombination von chemischen Konservierungsstoffen und Enzymen mit Muramidaseaktivitat fuhrt zu 
einem Wirkungssynergismus. Dies wirkt sich besonders vorteiihaft auf Produkte mit einem milden pH-Wert aus, 
die beim Verbraucher besonders beliebt sind. Beispieisweise wirkt die Kombination in einem pH-Bereich 
zwischen 3 bis 6, vorzugsweise 4,5 bis 5,5, besser gegen Iebensmittelverderbende und pathogene Mikroorganis- 
men als die Einzelkomponenten fur sich allein. Der Vorteil der Mischung besteht darin, daB man den Gehalt der 
chemischen Konservierungsstoffe in Lebensmitteln, Kosmetika, Pharmazeutika etc. bei gleichzeitiger Verlange- 
rung der Haltbarkeit reduzieren kann. Selbstverstandlich kann oder sollte die erfindungsgemaBe Wirkstoffkom- 
bination nurdann sinnvoll eingesetzt werden, wenn die zu konservierenden Produkte unter hygienisch einwand- 
freien Bedingungen hergestellt worden sind und eine niedrige Anfangskeimzahl aufweisen. 

In den folgenden Beispielen wird die Erfindung weitergehend erlautert Die Prozentangaben beziehen sich auf 
das G ewicht, wenn nicht anders angegeben. 

Beispiel 1 

Haltbarkeitsuntersuchung von Salat-Mayonnaise 
Es wurde eine Salat-Mayonnaise nach folgender Rezeptur hergestellt: 



01 50,0% 

Wasser 31,1 

Starke 3,1% 

Eigelb 4,6% 

Salz 1,0% 

Zuckcr 4,0% * 

Guarmehl 0,2% 



Der pH-Wert der Salat-Mayonnaise wurde mit Essigsaure auf pH 4,5 eingestellt Der Ansatz wurde in vier 
Chargen unterteilt, von denen eine unverandert belassen wurde (I). Den anderen Teilmengen wurden jeweils 
100 U Lysozym pro mg (II), 50 U Lysozym pro mg+0,15% Kaliumsorbat (III) und 02% Kaliumsorbat (IV) 
zugesetzt 

Die Lagerung der Ansatze erfolgte bei einer Tempera tur von + J 0° C in verschlossenen Glasern. 
Die Haltbarkeit wurde anhand sensorisch wahrnehmbarer Veranderungen sowie der Gesamtkeimzahl beur- 
teilt 



Konservierungsstoff-Zusatz Haltbarkeit 

[Tage] 



I Kontrollversuch 6 

II lOOULysozym/mg 12 

III 50 U Lysozym/mg+0,15% Kaliumsorbat 19 

IV 0^% Kaliumsorbat 14 



Beispiel 2 

Haltbarkeitsuntersuchung von Mayonnaise 
Es wurde eine Mayonnaise nach folgender Rezeptur hergestellt: 
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Ol 82,0% 
Wasser 10,0% 
Zucker 4,0% 
Senf 2,0% 
5 Salz 2,0% 

Der pH-Wert der Mayonnaise wurde mit Essigsaure auf 4,5 eingestellt. Die Mayonnaise wurde analog zu 
Beispiel 1 behandeit, gelagert und beurteilt Es ergaben sich folgende Haltbarkeiten: 



10 



Konservierungsstoff-Zusatz Haltbarkeit 
ITage] 

I Kontrollversuch 9 

15 II lOOULysozym/rng 15 

III 50 U Lysozym/mg +0,1 5% Kaliumsorbat 23 

IV 0,2% Kaliumsorbat 17 

20 Beispiel 3 

Haltbarkeitsuntersuchung von Fleischsalat 

Die in Beispiel 1 hergestellten Salat-Mayonnaisen I— IV wurden mit jeweils 40 Gew.-% feingeschnittener 
25 Fieischwurst und 20 Gew.-% feingeschnittenen Salzgurken einer Herstellungscharge vermengt Die Fleischsala- 
te wurden analog zu Beispiel 1 behandeit, gelagert und beurteilt. Es ergaben sich folgende Haltbarkeiten: 



30 



Konservierungsstoff-Zusatz Haltbarkeit 

[Tage] 



I Kontrollversuch 3 

II 40 U Lysozym/mg 6 

III 20 U Lysozym/mg + 0,06% Kaliumsorbat 1 1 
35 IV 0,08% Kaliumsorbat 8 



Beispiel 4 

40 Haltbarkeitsuntersuchung von Salat-Dressing 

Es wurde ein Salat-Dressing nach folgender Rezeptur hergestellt: 



45 



50 



55 
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Wasser 34,1% 

Ol 46,1% 

Zucker 14,5% 

Senf 3,0% 

Salz 2,1% 

Xanthan 0,2% 

Der pH-Wert wurde mit Essigsaure auf 4,5 eingestellt Das Salat-Dressing wurde analog zu Beispiel 1 
behandeit, gelagert und beurteilt Es ergaben sich folgende Haltbarkeiten: 

Konservierungsstoff-Zusatz Haltbarkeit 

[Tage] 



I Kontrollversuch 6 

II 1 00 U Lysozym/mg 10 
60 III 50 U Lysozym/mg +0,15% Kaliumsorbat 17 

IV 0,2% Kaliumsorbat 12 



Beispiel 5 

Haltbarkeitsuntersuchung einer Creme-FuIIung 
Es wurde eine Kuchencreme nach folgender Rezeptur hergestellt: ^ 
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Zucker 

Glukosesirup 

Wasser 

funktionalisiertes Protein 
Citronensaure 
Agar-Agar 
Aromastoffe 



51,2% 
25,6% 
22,00/o 
0.7% 
0,4% 
0,07% 
0,03% 



Die Creme wurde in vier Chargen unterteilt, von denen eine unverandert belassen wurde (I). Den anderen 
Teilmengen wurden jeweils 100 U Lysozym pro mg (II), 50 U Lysozym pro mg + 0,15% Kaliumsorbat (III) und io 
0,2% Kaliumsorbat (IV) zugesetzt 

Die Lagerung der AnsStze erfolgte bei einer Temperatur von + 1 0° C in verschlossenen Glasern. 

Die Haltbarkeit wurde anhand sensorisch wahrnehmbarer Veranderungen sowie der Gesamtkeimzahl beur- 
teilt 



Konservierungsstoff-Zusatz 



Haltbarkeit 
|Tage] 



I Kontrollversuch 

II lOOULysozym/mg 

III 50 U Lysozym/mg + 0,15% Kaliumsorbat 

IV 0,2% Kaliumsorbat 



5 
9 
15 
11 



Beispiel 6 

Haltbarkeitsuntersuchung einer geschaumten Fruchtdessert-Speise 
Es wurde eine Fruchtdessert-Speise nach folgender Rezeptur hergestellt: 



Wasser 


74,6% 


Puderzucker 


18,8% 


modif izierte Starke 


3,7% 


Instant-Gelatine 


1,2% 


Fruchtpulver 


0,7% 


Citronensaure 


0,4% 


Glucono Delta Lacton 


0,3% 


Natriumhydrogencarbonat 


0,1% 


funktionalisiertes Protein 


0,1% 


Aromastoffe 


0,1 % 



Die Fruchtdessert-Speise wurde in vier Chargen unterteilt, von denen eine unverandert belassen wurde (1). 
Den anderen Teilmengen wurden jeweils 100 U Lysozym pro mg (II), 50 U Lysozym pro mg + 0,15% Kaliumsor- 
bat (III) und 0,2% Kaliumsorbat (IV) zugesetzt 

Die Lagerung der Ansatze erfolgte bei einer Temperatur von + 1 0° C in verschlossenen Glasern. 

Die Haltbarkeit wurde anhand sensorisch wahrnehmbarer Veranderungen sowie der Gesamtkeimzahl beur- 
teilt 
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Konservierungsstoff-Zusatz 



I Kontrollversuch 

II 100 U Lysozym/mg 

III 50 U Lysozym/mg +0,1 5% Kaliumsorbat 

IV 0,2% Kaliumsorbat 



Haltbarkeit 
[Tage] 



6 
10 
16 
11 
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Beispiel 7 

Haltbarkeitsuntersuchung einer Feuchtigkeitscreme 

Es wurde eine Feuchtigkeitscreme nach folgender Rezeptur hergestellt: 

Paraffindl DAB 7 
Vitaminol 
Vaseline DAB 7 



10,0% 
5,0% 
5,0% 



60 
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®Hostacerin T-3 (Fettalkoholpolyglykolether, Emulgator) 5,0% 

®Hostaphat KW 340 N (organisches Phosphorsaurederivat, Emulgator) 4flo/ Q 

Palmitinsaure ~ 50% 

Cetylalkohol DAB 7 {qo/ 0 

Wasser 60 ' 0% 

^Hydroviton (Feuchthaltemittel) 5 f 0% 

Die Creme wurde in vier Chargen unterteilt, von denen eine unverandert belassen wurde (I). Bei der Herstel- 
lung der Cremes II— IV wurden der waBrigen Phase foigende Zusatze zudosiert: 

Creme II 250 U Lysozym/mg 
Creme III 1 50 U Lysozym/mg 4- 0,2% Sorbinsaure 
Creme IV 03% Sorbinsaure 

15 Die Lagerung der Cremes erfolgte bei Raumtemperatur in verschlossenen GefaBen. 

Die Haltbarkeit wurde anhand sensorisch wahrnehm barer Veranderungen sowie Gesamtkeimzahi beuneilt 
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Konservierungsstoff-Zusatz Haltbarkeit 

[Tage] 



I Kontrollversuch 9 

II 250 U Lysozym/mg 14 

III 150 U Lysozym/mg + 0,2% Sorbinsaure 30 
25 IV 0,3% Sorbinsaure 19 

\ 

Beispiel 8 

30 Haltbarkeitsuntersuchung eines Gels 

Es wurde ein pharmazeutisches Gel nach folgender Rezeptur hergestellt: 

Wasser 97% 
35 Hydroxyethylcellulose (Tylose H 1 000) 3% 

Das hergestellte Gel wurde in vier Chargen unterteilt, von denen ein Gel (I) unbehandelt blieb. Den Gelen 
II— IV wurden foigende Zusatze zudosiert: 

40 Gel II 250 U Lysozym pro mg 

Gel III 150 U Lysozym pro mg + 0,2% Sorbinsaure 

Gel IV 0,3% Sorbinsaure 

Die Lagerung der Gele erfolgte bei Raumtemperatur in verschlossenen GefaBen. 
45 Die Haltbarkeit wurde anhand sensorisch wahrnehmbarer Veranderungen sowie der Gesamtkeimzahi beur- 
teilt. 



Konservierungsstoff-Zusatz Haltbarkeit 

[Tage] 



I Kontrollversuch 7 

II 250 U Lysozym/mg 19 

III 150 U Lysozym/mg +0,2% Sorbinsaure 35 
55 IV 03% Sorbinsaure 22 



Beispiel 9 

60 Haltbarkeitsuntersuchung von Fliissiglab 

Zur Haltbarkeitsuntersuchung wurde im Handel erhaltiiches Fliissiglab verwendet, das mit 1,1 % Benzoesaure 
konserviert war. Das Fliissiglab wurde ohne und mit Zusatz von 50 000 U Lysozym pro ml bei Raumtemperatur 
in geschlossenen GefaBen gelagert 
65 Die Haltbarkeit wurde anhand sensorisch wahrnehmbarer Veranderungen sowie der Gesamtkeimzahi beur- 
teilt 
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Konservierungsstoff-Zusatz Haltbarkeit 

[Tage] 

1,1% Benzoesaure 16 
50 000 U Lysozym/ml +1,1% Benzoesaure 33 
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